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1. Einleitung
Stand der Forschung
Bekanntlich werden die Erythrozyten aller Säugetiere und des
Menschen bei ihrer Passage durch die terminalen Strombahnen der
Organgefäßnetze stark verformt, außerdem werden sie in
ungleichmäßiger Weise über den Gefäßquerschnitt verteilt.
„Deformation“ und „Axialmigration“ werden heute allgemein als
Ursache für die bemerkenswerte Dünnflüssigkeit des Blutes in den
kleinsten Gefäßen anerkannt, was vor allem auf die Untersuchungen
des schwedischen Pathologen R. Fahraeus in den zwanziger und
dreißiger Jahren zurückgeht. Diese „Selbstfluidisierung“ des Blutes ist
bei Säugetieren durch die bekannte Tatsache zu erklären, daß diese
Spezies kernlose Erythrozyten besitzen, die ein Fließverhalten
manifestieren, welches in vieler Hinsicht Analogien zum Verhalten von
Flüssigkeitstropfen haben, welche in einer anderen Flüssigkeit
dispergiert und einer Strömung unterzogen werden. Einzelheiten dieser
in phänomenologischer Hinsicht gut dokumentierten fluid-dynamischen
Adaptation von kernlosen Erythrozyten sind in zahlreichen
Übersichtsarbeiten dargestellt, die ihrerseits in Lehr- und
Handbuchartikeln zusammengefaßt wurden.
Bis zum heutigen Tag fehlen jedoch quantitative Untersuchungen
darüber, welche dynamischen Verformungsvorgänge bei der Passage
von Blutzellen aus den Arteriolen durch die engen Kapillaren in die
Venolen stattfinden, welches ihre Ursachen und vor allem ihre
dynamischen Folgen sind. Während in künstlichen Strömungssystemen
mit Einschluß von mikroskopischen Glaskapillaren viele
Beobachtungen gemacht und diese auch mit quantitativen Messungen
der scheinbaren Viskosität korreliert werden konnten, stand bis vor
kurzem keine Methode zum Studium der mikroskopischen Dynamik
der Zellbewegung in den natürlichen Gefäßen der Endstrombahn zur
Verfügung. Mit der Entwicklung eines In-vivo-Rheoskops [15] können
nunmehr Untersuchungen zu diesem Thema vorgenommen werden,
wobei die natürlicherweise hochflexiblen menschlichen Erythrozyten
(als Vertreter der bei allen Säugetieren kernlosen roten Blutzellen) mit
den kernhaltigen, und dadurch endogen steiferen, roten Blutzellen von
anderen Spezies (z.B. Vögeln) verglichen werden. Außerdem kann in
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Vorsetzung von entsprechenden In-vitro-Studien der Effekt von
diskreter artifizieller Versteifung untersucht werden.
Die Untersuchungen dienen dem Ziel, die funktionellen Ursachen und
Wirkungen eines für kernlose Erythrozyten typischen Vorgangs,
nämlich der sog. „Panzerkettenrotation“ [8] der Membran um den
dünnflüssigen Zellinhalt weiter zu erhellen. Diese Bewegungsart ist mit
komplexen Biege- und Scherbewegungen der Membran assoziiert,
welche nicht ohne weiteres auf einfache mechanische Parameter (wie
z.B. Elastizitätskoeffizienten) reduzierbar sind. Deren Details bei
artifizieller Deformation (also z.B. in Strömungskammern) und/oder bei
Mikropipettenaspiration sind sehr umstritten, was u.a. an der
Schwierigkeit liegt, die subzellulären Details der Membranverformung
an lebenden Zellen unter (meist nur unvollständig definierten) Kräften
wirklich objektiv abzubilden. Ob hier also sog. Krümmungssteifigkeit
(meßbar als Biegemodul) oder Schersteifigkeit das Verhalten komplex
und kontinuierlich verformter Zellen determiniert, ist ungeklärt.
Frühere Untersuchungen, bei denen milde rigidifizierte Erythrozyten
von Ratten in deren Kreislauf reinjiziert worden waren (Driessen),
hatten schon gezeigt, daß durch diese Alteration der natürlichen
Flexibilität der Membran wesentlich häufiger Wechselwirkungen mit
der Wand und als deren Folge schon bei normalem arteriellen Druck,
vor allem aber bei experimenteller Absenkung des arteriellen Drucks,
Stillstände der Mikrozirkulation ausgelöst wurden, die nicht immer
reversibel waren. Daraus ergibt sich eine seit den klassischen
Beobachtungen von Poiseuille bekannte Frage, nämlich in wieweit die
Axialmigration mit dem Effekt der Ausbildung einer zellfreien
Randschicht in Wandnähe von der mechanischen Verformbarkeit von
Zellen abhängt. Daraus ergibt sich die weitergehende Frage, in wieweit
an Verzweigungen und in Zuführungen zu denselben (bzw. in
nachgeschalteten Gefäßsegmenten) in Abhängigkeit von mechanischen
Zelleigenschaften die Drift von der Stelle des Prallstroms nach mehr
axial verursacht (oder doch mitverursacht) wird.
Es liegt auf der Hand, daß solche Fragen nicht unter Verwendung von
Vollblut beantwortet werden können: die technischen Möglichkeiten
der Strömungsvisualisierung haben ihre Grenzen in den Effekten von
Überlagerung einzelner, dicht gepackter Zellen. Aus diesem Grund
wurde für die Anwendung der In-vivo-Rheoskopie eine spezielle
Strömungskammer in Form eines hämodynamisch isolierten, durch
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künstliche Zellsuspensionen unter variablen Drücken perfundierten
Rattenmesenteriums entwickelt, in welchem die sehr komplexe
Kinematik (die Relativbewegung von Zellen) vereinfacht werden - und
damit objektiver Meßbarkeit zugeführt werden kann. Die Künstlichkeit
dieses Systems muß daher in Kauf genommen werden; man kann es im
Laborslang als eine Art „Missing Link“ zwischen den gänzlich
artifiziellen Meßmethoden der In-vitro-Rheologie und dem natürlichen
Fluß von Zellaufschwemmungen in ihrem natürlichen Flußbett
betrachten.
Es liegt auf der Hand, daß zunächst noch nicht - wie für späterere
Untersuchungen ins Auge gefaßt - die objektivierten Bewegungsabläufe
einzelner Zellen auf ihrer Passage von den terminalen Arteriolen zu den
Venolen in quantitative Beziehung gesetzt werden können zu ihrem
Einfluß auf die Energiedissipation (d.h. die scheinbare „In-vivo-
Viskosität“) des Blutes, in diesem, der Beobachtung gut zugänglichen
System. Die Arbeit widmet sich statt dessen vergleichenden
Untersuchungen im oben dargestellten Sinne in der Hoffnung, auf
dieser Basis aus den Unterschieden zwischen normalen und bewußt
geschädigten Erythrozyten (bzw. zwischen kernhaltigen und kernlosen
Erythrozyten) erste quantitative Aussagen über den funktionellen
Nutzen der physiologischen Kernlosigkeit von Erythrozyten bei
Säugetieren aus Parametern zu extrahieren, die in der theoretischen
Physik für das Ausmaß von Ordnung, bzw. deren Stabilität üblich sind.
Eigene Vorarbeiten.
Die o.g. Aufgaben erfordern eine Apparatur, die dem Prinzip des
„Travelling Microscope“ entspricht, das durch Goldsmith [13] in die
Rheologie eingeführt und durch Gaehtgens [12] für mikroskopische
Glaskapillaren zwischen 4 und 20 mm Durchmesser weiterentwickelt
wurde. Im Aachener „In-vivo-Rheoskop“ wird unter Verwendung einer
bereits früher beschrieben transparenten Kammer, in welcher ein
hämodynamisch isoliertes Mesenterium von Ratten unter definierten
arteriellen bzw. venösen Drücken perfundiert wird, so an ein System
von verschiebbaren Hochpräzisionshalterungen inkorporiert, so daß
über Stellmotoren kontinuierlich die ganze Kammer in x-, y- und z-
Richtung computergesteuert disloziert werden kann. Diese Technik
macht es möglich, auf dem Weg zwischen Arteriolen, über Kapillaren
bis hin zu den Venolen einzelne Blutzellen (bzw. hintereinander in
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Gruppen bewegte Zellen) dadurch zu verfolgen, daß ihre Bewegung
und die des Mesenteriums aufeinander abgestimmt werden. Diese
Abstimmung erfordert vor allem eine empirische Anpassung der
Antriebsgeschwindigkeit der Stellmotoren in x- und y-Richtung an die
aktuelle Geschwindigkeit (die natürlich vom Druckgradienten einerseits
und den geometrischen und dynamischen Bedingungen vor, in und
nach den untersuchten Mikrogefäßen abhängt). Gelingt diese
Abstimmung, erscheinen die bewegten Blutzellen als nahezu stationär,
während sich im Hintergrund das umgebende Gewebe mit gleicher
Geschwindigkeit, aber in umgekehrter Richtung bewegt.
Diese Technik macht überhaupt erst längere Beobachtung der
Zellbewegung, der Zelldeformation und/oder der Zellmigration möglich
und diese sogar mit hoher mikroskopischer Auflösung, weil über den
Antrieb für die Bewegungen in z-Richtung die Zellen im optischen
Fokus gehalten werden können. Die Methode setzt frühere
Untersuchungen dahingehend fort, daß nach einer einstündigen
Waschperiode mit isotonen Dextranlösungen nicht mit dem Blut des
Spendertiers, sondern mit künstlichen Aufschwemmungen von
Erythrozyten der Spezies Mensch und von Vögeln perfundiert wird, die
nach den in der Hämatologie üblichen Waschprozeduren in Isotonen,
durch Dextranzugabe an Plasmaviskosität angepaßte künstlichen
Plasmen mit den gewünschten Hämotokritwerten suspendiert werden.
Aus dieser gegenüber der natürlichen Situation in terminalen
Strombahnen stark vereinfachten dynamischen Situation ergibt sich die
Möglichkeit, die folgenden Fragestellungen zu untersuchen:
1. die Lage (Position) kernloser Säugererythrozyten beim Fluß durch
Mikrogefäße in Bezug auf den Axialstrom, verglichen mit künstlich
rigidifizierten Säugererythrozyten, sowie kernhaltigen
Vogelerythrozyten
2. die Orientierung kernloser Humanerythrozyten innerhalb des
Mikrogefäßnetzes, verglichen mit künstlich rigidifizierten
Säugererythrozyten und kernhaltigen Vogelerythrozyten
3. die Abstände der einzelnen Erythrozyten zueinander im Verlauf
durch Mikrogefäße (anhand Relativgeschwindigkeiten); diese
erhobenen Werte wiederum verglichen zwischen den künstlich
gehärteten Erythrozyten, normalen Humanerythrozyten und
Erythrozyten anderer Spezies (Vögel).
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2. Theoretische Grundlagen
2.1. Humane Erythrozyten
Menschliche Erythrozyten sind bikonkave Scheibchen mittleren
Durchmessers von 7,5 µm mit der größten Dicke am Rand von nur 2
µm. Wie alle Blutzellen entwickeln sich die Erythrozyten aus
pluripotenten Stammzellen. Ihre Lebensdauer beträgt 100–200 Tage.
Die Erythrozytenkonzentration im Blut liegt bei 4,6 * 106 µl bei Frauen
und bei 5,1 * 106 µl bei Männern. Das mittlere Erythrozytenvolumen
(MCV) beträgt 88 fl, das mittlere korpuskuläre Hämoglobin (MCH)
beträgt 30 pq und die mittlere korpuskuläre Hämoglobinkonzentration
(MCHC) beträgt 335 g/l. Die physiologische Form der Normozyten
führt zu einer Vergrößerung der Oberfläche im Vergleich zur
Kugelform. Die Gesamtoberfläche der Erythrozyten eines Menschen
liegt bei 3800 m² . Die charakteristische Form der roten Blutkörperchen
begünstigt ihre Hauptfunktion, die des Gastransports durch große
Diffusionsflächen bei kurzen Diffusionsstrecken. Ebenso erleichtert die
flexible Form den Erythrozyten die Verformung bei Passage durch enge
und gekrümmte Kapillarabschnitte. Die Verformbarkeit ist bei älteren,
wie auch bei anormalen Erythrozyten z.B. Sichelzellen oder
Sphärozyten (Kugelzellen) vermindert, weshalb diese vermehrt im
Maschenwerk der Milz hängenbleiben, wo sie nun abgebaut werden.
Eine Anzahl von n Erythrozyten sind durch äußere Kräfte leicht
verformbar, daher können sie in Kapillargefäße eintreten, deren lichte
Weite geringer ist als der freie mittlere Erythrozytendurchmesser (7,5
µm). Diese leichte Verformbarkeit führt unter anderem dazu, daß die
relative Viskosität des Blutes in Gefäßen kleineren Durchmessers
effektiv geringer ist als in Gefäßen mit einem Durchmesser von >7,5
µm. Die leichte Verformbarkeit ist an Hämoglobin Typ A gebunden.
Die Bedeutung der Molekularstruktur des Hämoglobins für die
Fließeigenschaften des Blutes zeigt beispielhaft die erbliche
Sichelzellanämie, bei der das Hämoglobin A durch Hämoglobin S
ausgetauscht wurde und die Zellen schlecht verformbar sind und somit
die Sichelzellen kleine Gefäße verstopfen [30].
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2.2.  Gänseerythrozyten
Vögel, wie auch immer, haben anscheinend eine viel höhere
Blutviskosität als Säugetiere, bei selben Kapillardurchmessern und
Hämatokritwerten, hauptsächlich wegen der kernhaltigen Zellen.
Vogelerythrozyten haben eine niedrigere Stabilität bezüglich der
Orientierung während des Durchflusses von Kapillaren und sie zeigen
eine größere hämodynamische Unruhe bzw. Unregelmäßigkeit.
Vogelerythrozyten sind oval geformt, und anders als menschliche
Erythrozyten, sind sie kernhaltig und größer. Die Anzahl der
Gänseerythrozyten beträgt: 2,71 Mio./mm³. Der Hämatokritwert beträgt
46 Vol.-% (in der Literatur ist jedoch nicht in allen Fällen klar, ob dies
nicht ein Korrekturfehler des bei der Zentrifugation verbleibenden,
eingeschlossenen Plasmas ist). Der Hämoglobin-Wert der
Gänseerythrozyten liegt bei 12,7–15,7 g/100 ml. Gänse haben ein
Blutvolumen von 4200 g, und eine Viskosität von Blut in Relation zu
Wasser, bei einer Temperatur von 14–20 °C, von 4,6 [27].
2.3. Diamid – Zellen
Diamid ist ein SH-Reagens. Es greift in der Erythrozytenmembran an
den SH-Gruppen an und verbindet diese miteinander. Diese
Modifizierung der Membranproteine durch das Diamid-Reagens
bewirkt eine Versteifung der Humanerythrozytenmenbran [7].
2.4. Mikrozirkulation
Der Stoffaustausch erfolgt in der terminalen Strombahn. Hierunter
versteht man das Gebiet der kapillären/postkapillären Venolen. Der
Begriff Mikrozirkulation ist generell weit gefaßt und schließt auch die
durchblutungssteuernden Arteriolen, die Venolen, sowie das
Drainagesystem der blind im Gewebe endenden terminalen
Lymphgefäße mit ein. Arteriolen haben einen Durchmesser von 40–100
µm. Das Verhältnis von Wanddicke zum Radius beträgt 1:1. Terminale
Arterien haben einen Durchmesser von 20–40 µm, abzweigende
Metarteriolen 8–20 µm und weisen eine, vom proximal nach distal
zunehmende, lückenhafte Schicht glatter Muskelzellen auf. Gemeinsam
mit ihrer direkten Fortsetzung bilden sie die sogenannte
Hauptstrombahn mit direktem Anschluß an das venöse System [1].
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2.5.  Hämodynamische Grundlagen
2.5.1. Ohm-Gesetz
Wie jede reale Flüssigkeit besitzt auch das Blut eine innere
Flüssigkeitsreibung und setzt daher einer Strömung einen Widerstand R
entgegen. Zur Überwindung dieses Strömungswiderstandes, der bedingt
ist durch die Reibung aneinander vorbeigleitender
Flüssigkeitsschichten, ist eine Druckdifferenz zwischen Anfang und
Ende des durchströmten Gefäßes notwendig.
Analog zum Ohm-Gesetz läßt sich die Beziehung zwischen treibender
Druckdifferenz DP und der Stromstärke I darstellen durch:
         D P
I =  ¾¾¾
           R
[1, 17, 20]
2.5.2. Laminare Strömung
In zylindrischen Gefäßen sind bei laminärer Strömung, d.h. eine
Strömung, bei der sich alle Flüssigkeitsteilchen parallel zur Gefäßachse
bewegen, die Schichten gleicher Geschwindigkeit konzentrisch
angeordnet. Die unmittelbar an der Gefäßwand angrenzende Schicht
haftet an der Wand während sich die zweite Schicht gegenüber der
ersten, die dritte gegenüber der zweiten Schicht usw., teleskopartig
gegeneinander verschiebt (s. Abb. 1). Daraus folgt, daß ein
parabolisches Geschwindigkeitsprofil mit einem Maximum der
Geschwindigkeit im Axialstrom entsteht [14, 17, 20, 23, 29].
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Der Strömungsquerschnitt in einem Rohr
Abb. 1: r ist der Radius des Rohres; die Geschwindigkeit jedes einzelnen
Teilchens auf der Bahn wird durch die Länge der Pfeile (v) angegeben. Das
Strömungsprofil ergibt sich als Interpolation aus den einzelnen Bahnen.
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2.5.3. Hagen-Poisseuille-Gesetz
Mit Hilfe des Newton-Reibungsgesetzes
         t
h =   ¾
         g
h =  Viskosität
t  =  Schubspannung
g  =  Geschwindigkeitsgradient
läßt sich für laminare und stationäre Strömung in einem starren Rohr
eine Beziehung zwischen Stromstärke und den sie bestimmenden
Parametern herleiten. Diese Beziehung beschreibt das Hagen-
Poisseuille-Gesetz:
  r i
4   p  DP
I = ¾¾¾¾¾
       8 hl
I = Stromstärke
DP = Druckdifferenz
h = Viskosität
l = Länge
r 4 = Innenradius
Die Stromstärke und der Widerstand ändern sich folglich umgekehrt
proportional zur Vierten Potenz des Gefäßradius. Das Hagen-
Poisseuille-Gesetz gilt jedoch nur für stationäre und laminare
Strömungen in einem starren Rohr. Die Strömungsbedingungen im
Gefäßsystem sind nicht stationär, sondern pulsierend. Während der
Pulsation weicht das Strömungsprofil stark von der Parabelform ab.
Hinzu kommt, daß selbst bei stationärer Strömung aufgrund der
Aufzweigungen kein parabelförmiges Strömungsprofil möglich ist.
-9-
Anwendbar sind diese Gleichungen jedoch nur in Flüssigkeiten
konstanter Viskosität, sogenannter „Newtonschen Fluiden“. Das
menschliche Blut ist eine Suspension aus Korpuskeln in Flüssigkeit,
eine „Nicht-Newtonsche Flüssigkeit“. Die Viskosität des Blutes ist also
keine Konstante, sondern hängt auch von den Strömungsbedingungen
ab. Dennoch ist das Hagen-Poisseuille-Gesetz für quantitative
Abschätzungen in der Kreislaufphysiologie von Bedeutung. So liefert
die Abhängigkeit des Strömungswiderstandes von der 4. Potenz des
Radius die Erklärung dafür, daß der größte Teil des
Strömungwiderstandes im Bereich der Arteriolen und Kapillaren
lokalisiert ist, und das bereits kleinste Änderungen des
Kontraktionszustandes der Arteriolen beträchtliche Änderungen des
Widerstandes und damit der Durchblutung bewirken. Bei sehr niedrigen
Schergraden nimmt die Viskosität sehr hohe Werte an, was auf die
Organisation der festen Blutbestandteile (beispielsweise in
Rouleauxformen) zurückzuführen ist. Bei hohen Schergraden hingegen
wird eine sehr niedrige Viskosität dadurch erreicht, daß sich rote
Blutzellen (die mengenmäßig etwa 99 % der festen Blutbestandteile
ausmachen) durch ihre Verformbarkeit optimal der Strömung anpassen
können. Weiterhin ist die Viskosität der Erythrozyten vom
Durchmesser der durchströmten Gefäße abhängig [1, 17, 20 ].
2.5.4.Fahraeus-Lindqvist-Effekt
Die hohe Fluidität der Erythrozyten ist Ursache für ein weiteres
Phänomen, das in Blutgefäßen mit einem Durchmesser von weniger als
300 µm zu beobachten ist: die Axialmigration der Erythrozyten. Diese
werden von der Randzone des durchströmten Gefäßes, in der hohe
Geschwindigkeitsgradienten und Schubspannung bestehen, durch
Rotationsbewegungen zur Gefäßachse hin verschoben, wo die
Scherung weit geringer ist. Folglich kommt es zur Ausbildung einer
relativ zellarmen Randzone, die als niedervisköse Gleitschicht der
Fortbewegung der zentralen Zellsäule dient. Dieser Effekt führt mit
weiter abfallendem Durchmesser zu einem deutlichen Abfall der
scheinbaren Viskosität bis hin zu einem Durchmesser von 5–10 µm, wo
die scheinbare Viskosität nur noch gering größer ist als in zellfreier
Flüssigkeit. Auch in Kapillaren, die von Erythrozyten im
„Gänsemarsch“ passiert werden, kommt es durch ihre extreme
Verformbarkeit zur Ausbildung einer niederviskösen Plasmazone.
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Ein Ende der Erythrozytenverformbarkeit ist erst bei einem
Gefäßdurchmesser von <4 µm erreicht, bei der die scheinbare
Viskosität steil ansteigt. Bei kleinen Strömungsgeschwindigkeiten und
geringer Schubspannung nimmt die scheinbare Viskosität stark zu, weil
sich in diesem Fall reversible Erythrozytenaggregate bilden. Die
Abnahme der scheinbaren Viskosität des Blutes mit abnehmendem
Gefäßdurchmesser wird „Fahraeus-Lindqvist-Effekt“ genannt. Die
Axialmigration der Erythrozyten ist auch ein Grund dafür, daß der
Hämatokrit nur geringen Einfluß auf die Viskosität in Gefäßen der
Mikrozirkulation und damit auch auf die Größe des peripheren
Widerstandes hat. Diese, von Fahraeus und Lindqvist 1931 anhand von
In-vitro-Experimenten beschriebenen Erkenntnisse, wurden 1933 von
Whittaker und Winton in In-vivo-Experimenten am Hinterlauf des
Hundes untersucht und bestätigt [5, 31].
3.     Methodik
3.1.  Versuchstiere
Es wurden Ratten des Stammes: Spraque-Dawley für die Versuche
verwendet. Zucht und Haltung: Institut für Versuchstierkunde der
RWTH-Aachen. Es handelte sich hierbei um Auszuchtstämme
Spraque-Dawley, Han: SPRD. Verwendet wurden weibliche, ca. 3
Monate alte Ratten mit einem durchschnittlichen Gewicht von 250
Gramm/Tier. Die Haltung der Tiere fand in Gruppen zu je 3 Ratten in
Makrolon-Käfigen, Typ 3 (erhöht), auf entstaubten Weichholzfasern
statt. Die Raumtemperatur der Tierräume betrug 20 °C mit einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 50 % und einem Hell-/Dunkelrhythmus
von 12:12 Stunden. Die Tiere bekamen als Nahrung Standartalleinfutter
für Ratte-Maus (RM-204), der Firma Eggersmann, Futtermittelwerke
GmbH. Die Tränke enthielt durch 2 mal Ozonierung und Ansäuerung
(PH 4-5) keimfreies Wasser. Die Ratten bekamen, bis einschließlich 24
Stunden vor Versuchsbeginn, Nahrung ad libitum. Innerhalb der 24 Std.
vor Versuchsbeginn erhielten die Ratten keine Nahrung mehr,
Trinkwasser jedoch weiterhin ad libitum. Es wurden für die Versuche
Rattenmesenterien gewählt, da dieses Gewebe für die mikroskopische
Betrachtung mehrere Vorteile bietet:
- eine relativ leichte Zugänglichkeit
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- blutarme Präparation
- seine Transparenz mit einer durchschnittlichen Dicke von nur » 20-30
µm
- ein praktisch zweidimensionales Gefäßnetzwerk, welches zwischen
einer Mesotheldoppelschicht in Kollagenfasern und interstitieller
Grundmatrix eingebettet ist.
3.2.  Versuchstierpräparation
Das isolierte Mesenterium erhielt man von anästhesierten Ratten mit
einem Gesamtgewicht von durchschnittlich 250 Gramm. Für die
Narkose verwendete man ein Halothangas, Fluotec 3, der Firma:
Cyprane Keighley. Um möglichst wenige Blutstillstände im
Mesenterium während der Katheterisierung der Arteria mesenterica zu
verursachen, wurde präventiv durch Austauschhämodilution der
Hämatokrit auf 10 % gesenkt. Zunächst wurde zur Dilution in die
Arteria carotis externa (rechte oder linke) ein Polyäthylen-Katheter
eingeführt und fixiert. Die Polyäthylen-Katheter wurden zuvor, zur
Vermeidung von Gerinnselbildung, an der Katheterspitze mit
heparinisierter Kochsalz-Lösung gefüllt. Das Blutvolumen wurde nun
durch Ringer-Albumin-Lösung ausgetauscht. Nun wurde das Abdomen
unterhalb der Linea alba an der Mittellinie » 2 cm eröffnet.
Anschließend wurde das Mesenterium herausgeholt und mit warmer
Ringerlösung (» 37 °C) beträufelt um ein Austrocknen zu verhindern.
Nach Auffinden der Arteria bzw. Vena mesenterica superior, wurden
diese mit Polyäthylen-Kathetern katheterisiert und mit warmer Ringer-
Albumin-Lösung perfundiert. Teile des Mesenteriums wurden durch
eine Ligatur, eines größeren, radialverlaufenden Mesenterialastes,
außerhalb derer Gefäße, welche die Blutversorgung des zur
Untersuchung dienenden Netzwerkes sicherstellten, isoliert. Diese
Ligatur wurde nahe des Caecums angelegt. Das Ileum mit dem
daranhängenden Netzwerk wurde, zum einen am Caecum und » 5 cm
proximal davon, abgesetzt. Der Darmabschnitt wurde mit Ringer-
Albumin-Lösung gesäubert, indem an den Schnittflächen je ein
Plastikkatheter eingeführt wurde und durch diesen mit einer Spritze die
Ringer-Albumin-Lösung mit leichtem Druck gespritzt wurde. Zuletzt
wurde das isolierte Mesenterium an der Mesenterialwurzel abgesetzt
und auf der für die Intravitalmikroskopie verwendeten Druckkammer,
eine sogenannte „Meso-Kammer“ mit Deckglas in der Mitte
(Abbildung 2), aufgebracht und an die Zu- und Abgänge der Kammer
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angeschlossen. Diese Anschlüsse waren wiederum mit einer 3-Wege-
Hahn-Bank verbunden. Das Mesenterium wurde zuletzt mit flüssigem
Silikon, DC 200 fluid 500 CST, Firma Serva, übergossen, um ein
Austrocknen zu vermeiden. Der katheterisierte Darmabschnitt wurde
über die Ränder der Kammer gelegt, damit ein Abfließen außerhalb der
Kammer gewährleistet wurde. Der gesamte Präparationsvorgang
dauerte pro Tier im Durchschnitt 45–55 Minuten [4].
Abb. 2: Druckkammer, sog.: „Meso-Kammer“ mit aufgelegtem
Rattenmesenterium. Die Arteria bzw. Vena mesenterica superior sind
jeweils an den Anschlüssen der Kammer fixiert, über die dem
Mesenterium Flüssigkeit zu-/abgeleitet werden kann. Die
Darmendstücke sind ebenfalls an Anschlüssen der Kammer befestigt,
um ein Ablaufen überflüssiger Flüssigkeit zu gewährleisten.
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3.3.  Material
3.3.1. Humane-Erythrozyten
Pro Versuchstag wurden » 40 ml Konservenblut („packed red cells“)
verwendet.
Das entsprach 32 ml kompakter Erythrozyten.
Das Blut wurde auf zwei Röhrchen à 20 ml verteilt und die
Erythrozyten gewaschen, indem die Röhrchen auf 50 ml mit Natrium-
Chlorid (NaCl) aufgefüllt wurden und anschließend drei mal mit NaCl
gewaschen wurden. Für die Versuche wurden humane Erythrozyten mit
einem Hämatokrit von 7 % verwendet.
3.3.2. Gänseerythrozyten
Der Waschvorgang der Gänseerythrozyten war der Gleiche wie unter
3.3.1. beschrieben.
Der Hämatokrit der Gänseerythrozyten wurde für die Versuche auf 5 %
eingestellt.
3.3.3. Diamid-gehärtete Menschenerythrozyten
Pro Versuchstag wurde jeweils ein Ansatz Diamid-Zellen angefertigt.
Es wurde bereitgestellt:
- Jodacetat (MG 208): 208 mg auf 100 ml  SER (10 mmol)
- Diamid (MG 172,2): 25,8 mg auf 100 ml SER (1,5 mmol)
(ausreichend für die Verarbeitung von jeweils 10 ml kompakter Zellen)
Die Diamid-Erythrozyten-Präparation sah wie folgt aus:
1. bereitstellen des gewaschenen Erythrozytenkonzentrates
2. 100 ml SER (ein modifizierter Natrium-Kalium-Phosphat Puffer) in
einem Becherglas bereitstellen
3. Jodacetat abwiegen und hinzufügen
4. 10 ml gewaschene Erythrozyten in das Becherglas hinzugeben
5. mischen
6. mit Paraffin überziehen und im Wasserbad (37 °C) mit einer
Geschwindigkeit von 20, für 15 Minuten inkubieren.
7. 10 Minuten zentrifugieren
8. Buffy-Coat (Leukozytenschicht) absaugen
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9. drei mal mit SER waschen
10. während des Waschvorganges der Erythrozyten in SER, nochmals
100 ml SER in einem neuen Becherglas bereitstellen
11. Diamid abwiegen und zu den 100 ml SER hinzugeben
12. die Diamid-Lösung. zu den  gewaschenen Erythrozyten
hinzugeben
13. im Wasserbad für 15 Minuten inkubieren
14. 10 Minuten zentrifugieren
15. nochmals drei mal mit SER waschen
Für die Versuche wurde bei dieser Zellart ein Hämatokrit von 7 %
eingestellt.
3.3.4. Ringer-Albumin-Lösung (0,05%)
1. 700 ml Ringer-Lösung in einen Meßbecher füllen
2. 350 mg Albumin in Ringerlösung diffundieren lassen
3. Magnetfisch hinzugeben , PH-Meter hineinhalten und auf 3,5-10,5
und 22 °C einstellen
4. PH-Wert messen und gegebenenfalls mit NAOH (rot für alkalisch)
bzw. mit HCL (weiß für sauer) einen PH-Wert von 7 einstellen
3.4.  Technik / Versuchsaufbau
3.4.1. Computer Hardware
Der Versuchsaufbau bestand aus einem „computerisierten“
Mikroskoptisch mit invertiertem Strahlengang, einem Eigenbau des
Labors für Intravitalmikroskopie des Institutes der Physiologie, der
RWTH-Aachen (Abb. 3). Das Mikroskop bzw. das sogenannte
„Rheoskop“ ermöglichte es, bewegte Blutzellen unter definierten
dynamischen Fließeigenschaften in Gefäßen innerhalb des kapillären
Netzwerkes zu untersuchen. Zur Simulation von In-vivo-Situationen
benutzte man ein isoliertes Rattenmesenterium als ein Model für ein
Mikrozirkulationsnetzwerk. Bezogen auf die besonderen
Gegebenheiten des Mesenteriums ist es möglich, individuelle Gefäße
und Erythrozyten oder andere Zellen innerhalb der Gefäße anhand des
Mikroskopbildes zu untersuchen. Das „computerisierte“ Mikroskop
bestand aus einem Mikroskop mit drei „Schrittmotoren“ um den
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Objektträger in der x-, y,- oder in der z–Ebene zu bewegen. Der
Objektträger ist eine speziell entwickelte Druckkammer mit
Anschlüssen am arteriellen/venösen System, die es ermöglichen,
verschiedene Drucksituationen im Gefäßsystem zu simulieren [24]. Für
die Motorsteuerung des an der Druckkammer montierten
Motorschlittens wurde mit dem Programm MSM gearbeitet [15]. MSM
wird primär zur Verfolgung von Erythrozyten in Gefäßen verwendet.
Es unterstützt die Verfolgung mit verschiedenen Kameras, Objektiven
und Okularen. Die Motorsteuerung MSM läuft auf einer Workstation
von Silikon Graphics, welche die Videosignale der Videokamera
während der Experimente digitalisierte. Man verwendete ein
invertiertes Mikroskop, Orthoplan von der Firma Leitz, Germany,
einschließlich einem optischen Filter für die Soret Bande. „Invertiert“
bedeutet, daß sich die Lichtquelle und der Kondensor mit seinem
größeren Abstand von mehreren Zentimetern oberhalb des
Objekttisches befindet, was die Bewegungsfreiheit an Versuchstieren
erheblich verbessert. Zur Beleuchtung benutzte man entweder
kontinuierliches Licht bei der Übersicht oder eine Stroboskoplampe,
Strobex-Power-Supply, Model 100 der Firma Chadwick-Helmuth Co.,
INC., um scharfe Bilder von sich schnell bewegenden Objekten zu
erhalten. Bei der Übersicht verwendete man ein 10er-Objektiv, die
Aufnahmen jedoch wurden mit einem 32er-Objektiv gemacht. Zudem
ist noch ein Videorecorder, ein Gerät der Firma Sony, Umatic Video
[VO–5630] an den Ausgang der Standardkamera angeschlossen, so daß
alle beliebigen Sequenzen aufgezeichnet werden konnten. Die benutzte
Kamera ist eine hochsensible Digitalkamera, Aqua-TV SWM 039,
CCD-schwarz/weiß, welche während der Experimente Videosignale
generierte, die analog auf Umatic-Videorecordern gespeichert wurden.
Dazu wurden die Analogsignale auf einer im Institut für Physiologie
entwickelten digitalen Video-Work-Bench digitalisiert. Dies
ermöglichte die vergleichsweise einfache – jedoch manuelle –
Inspektion von Bildsequenzen mit der Möglichkeit, Position,
Orientierung und/oder Kollisionen von immer den selben Erythrozyten
zu registrieren und zu quantifizieren. Die Kamera hat eine
Aufnahmefrequenz von 25 Bilder/Sekunde bzw. es wurden durch
Interlacing 50 Halbbilder/Sekunde aufgenommen. Desweiteren wurde
die Workstation, ein Silikon-Graphics, für die Bearbeitung der
Aufnahmen verwendet. Die Videosignale wurden mittels der Digitalen-
Video-Workbench (DVW), eine Entwicklung des Institutes der RWTH-
Aachen, digitalisiert [16].
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Abb. 3: Versuchstisch mit invertiertem Mikroskop. Oberhalb der
Tischplatte erkennt man von oben die Beleuchtungsquelle, Kondensor
mit Soretbande und die am Motorschlitten fixierte Druckkammer.
Unterhalb des Tisches befinden sich der Revolver mit Objektiven und
die Kamera.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Motorsteuerung der am
Motorschlitten fixierten Druckkammer. Hier ist das Intravitalmikroskop
schematisch dargestellt. Die Objektträgerplatte (zwischen Lampe und
Kamera) kann über den Computer in x-, y- und z-Richtung bewegt
werden.
3.4.2. Computer Software
Die graphische Benutzeroberfläche, um die Erythrozyten und
Netzwerke zu verfolgen, wurde in TCL/TK geschrieben, einer
Computersprache der vierten Generation. Das Positionieren des
Mikroskops kann entweder durch die Maus oder genauer mittels
Tastatur gemacht werden. Der markierte Netzwerkbereich erscheint auf
zwei Fenstern: einem Hauptfenster, auf dem der zu verfolgende Weg in
das eingescannte Übersichtsfenster eingezeichnet werden kann und
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einem Nebenfenster mit dem aktuellen Kamerabild. Auf ihm gibt es
Schiebertasten, um den Objektträger direkt in gewünschte Position zu
setzen. Desweiteren gibt es zwei Knöpfe, um die jeweiligen Eckpunkte
zu bestimmen, welche die Region eingrenzen, die über den Computer
eingelesen werden soll, so daß man einen vergrößerten Ausschnitt
erhält. Diese Computereinrichtung selber besteht aus verschiedenen
Arbeitsprozessoren, auf die hier nicht im Detail eingegangen werden
soll [15].
Abb. 5: Graphische Übersicht  des Computerbildschirmes bei MSM.
Links ist das Hauptfenster mit markiertem Verfolgungsweg, rechts sieht
man das aktuelle Kamerabild.
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3.5. Versuchsablauf
Nachdem das herauspräparierte Mesenterium auf der Druckkammer
angebracht war, konnte die Kammer mit dem Mesenterium am
Motorschlitten montiert werden. Die Kammer konnte nun durch die
Motoren der Motorsteuerung in der Horizontalen in x-, y-Richtung und
in der vertikalen z-Ebene mittels Computer (s. Abb. 4) oder auch
manuell bewegt werden. Für die Motorsteuerung wurde das Programm
MSM verwendet [7]. Die Arteria/Vena mesenterica superior waren an
der 3-Wege-Hahn-Bank angeschlossen, so daß über diese Anschlüsse
nun dem mesenterialen Gefäßnetz Ringer-Albumin-Lösung oder, je
nach Versuch, Erythrozytensuspensionen hinzugefügt werden konnten.
Nach Installation des Mesenteriums wurde dieses zunächst für ca. 30
Minuten mit Ringer-Albumin-Lösung gespült. Dies diente zur
Beruhigung der Eigenmotorik der autonomen Intestinalmuskulatur. Der
erste Schritt zur Verfolgung von Erythrozyten lag darin, mit der
Übersichtsvergrößerung das mesenteriale Gefäßnetz abzufahren und
nach geeigneten Gefäßabschnitten zu suchen, um diese in den
Computer einzulesen und auf dem Hauptfenster sichtbar zu machen.
Man suchte stets nach möglichst gerade verlaufenden Gefäßstrecken
mit einem Durchmesser etwa doppelt so breit wie der zu
untersuchender Erythrozyten. Dann wurde ein zu verfolgender Weg
anhand einiger Grundpunkte bestimmt. Nach dieser Vorbereitung
mußten weitere Parameter, wie Tiefe des Fokus und die genaue
Geschwindigkeit des Objektträgers auf die Geschwindigkeit der
Blutzellen, die entlang des Weges liefen, eingestellt werden. Zuerst
wurden Normalzellen über die Zugänge in das Gefäßnetz geschickt.
Der Motorschlitten wurde nun mit der gleichen Geschwindigkeit
entgegen der Zellflußrichtung bewegt, so daß die Kamera die Zellen
aufnehmen konnte. Der Motorschlitten fuhr den zuvor markierten Weg
nach Aktivierung sequentiell ab. Pro Aufnahme wurden
durchschnittlich zwischen 10–20 Wiederholungen gefahren und auf
Videoband aufgezeichnet. Jede einzelne Aufnahme wurde protokolliert
(Abb. 6). Wenn mehrere geeignete Gefäßabschnitte in dem zuvor über
Computer eingelesenen Netzwerkbereich lagen, wurden zuerst diese
Gefäße mit durchfließenden Zellen aufgenommen, bevor man einen
neuen Netzwerkbereich in den Computer einlas. Für jeden brauchbaren
Gefäßabschnitt wurden die Koordinaten aufgeschrieben, damit man
diese für die Vergleichsaufnahmen mit einer anderen Zellart am Ende
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wiederfand. Nach Beendigung der Aufnahmen mit der ersten Zellart
wurde das Mesenterium zunächst mit Ringer-Albumin-Lösung gespült.
Anhand der vorher notierten Koordinaten wurden die selben
Gefäßabschnitte erneut aufgesucht und Aufnahmen mit den
Vergleichszellen durchgeführt. Insgesamt wurden 15 Versuche
durchgeführt, 9 Versuche mit Diamid-gehärteten Zellen und 6 Versuche
mit Gänseerythrozyten. Nach Ablauf der Versuche und Aufzeichnung
dieser, wurden die Videokassetten über einen Silikon Graphicsâ
Computer und der Digital-Video-Workbench ausgewertet [16].
Insgesamt wurden 31661 Zellen in 13608 Bildern ausgewertet.
Darunter waren 16766 Normalzellen, 8488 Gänseerythrozyten und
6407 Diamid-Zellen. Für die Geschwindigkeit wurden 3101 Zellpaare
untersucht und 15615 Geschwindigkeiten gemessen.
3.6.  Auswertung der Experimente
Mit Hilfe der Digitalen-Video-Workbench wurden die
Versuchsaufzeichnungen ausgewertet. Die DWV besteht aus einem
Silikon Graphics Computer mit integrierter Hardware zur
Videodigitalisierung und einer Software, die es ermöglicht,
Videosignale in Gesamtgröße (30/25 Bilder/s) zu digitalisieren. Die
Vorgehensweise war zunächst das Einloggen und Importieren in die
DVW mit Sichtbarwerden des DVW–Benutzerbildschirmes. Zunächst
wurde die Anzahl der aufzunehmenden Einzelbilder bestimmt. Nun
wurden Stück für Stück der Videoaufnahmen in den Computer
eingelesen (wie das Aufnehmen mit einem normalen Videorecorder)
und jedes Einzelbild nacheinander ausgewertet. Ein Bild nach dem
anderen wurde zunächst auf dem Hauptfenster (Abb. 6) sichtbar und
mittels Mausklick wurden zuerst die Gefäßwände eingezeichnet, dann
wurden alle brauchbaren Zellen und deren Zelllängsachsen
eingezeichnet. Nach jeder Bearbeitung eines Einzelbildes erschienen
die beiden zuletzt bearbeiteten Bilder gemeinsam auf dem Bildschirm.
Es wurden jeweils die gleichen Zellen in beiden Bildern verbunden, so
daß der Computer wußte, welche der Zelle im nachfolgenden Bild der
Zelle im vorangegangenen Bild entsprach. Mit Hilfe des Programms
konnten nun alle eingegebenen Punkte bearbeitet und die Abstände und
Winkel der Zellen, bezogen auf das Gefäß, errechnet werden. Diese
Vorgehensweise wurde zur Auswertung aller Versuche verwendet. Da
man vor jedem Einladen der Videos auf Festplatte diesen eine Nummer
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zuordnete und die darin erhaltene Zellart dokumentierte, wurden diese
Angaben am Ende bei der Auflistung der Winkel und Abstände
vorangestellt, so daß man immer Rückschlüsse auf die Einzelbilder
bzw. die Zellart ziehen konnte, so daß in der EDV-Anlage objektive
Zahlenwerte verfügbar wurden, welche die Information über Position,
Orientierung und Kollision jeder ausgewerteten Zelle im Zeitkontinuum
ihrer Passage durch das Gefäßsegment quantitativ beschrieben. Diese
vom Computer berechneten Ergebniswerte wurden dann in Diagramme
umgesetzt.
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Abb. 6: Benutzeroberfläche der Digital Video Workbench. Der
Bedienungsteil der DVW gleicht dem eines gewöhnlichen Videorecorders
(siehe unterhalb des Hauptfensters). Am unteren Rand sind Einzelbilder
der aufgenommen Sequenz sichtbar.
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Abb.7: Skizze A. Gefäßausschnitt mit Erythrozyten. Eingezeichnet sind
die Abstände r1 und r2, der Gefäßdurchmesser d, sowie der Winkel a
zwischen der Erythrozytenhauptachse h und dem resultierenden
Gefäßvektor g zur Errechnung der Positionen und Orientierungen der
Zellen im Gefäßsystem. Skizze B. Der resultierende Gefäßrichtungsvektor
g errechnet sich als mittlerer Vektor aus den Gefäßrändern a und b.
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Abb. 8: Übersicht der DVW mit eingelesener Videosequenz, ein
sogenannter „Snapshot“. Das Hauptfenster zeigt ein eingelesenes
Einzelbild. In dem Gefäßabschnitt sind Diamid-gehärtete
Humanerythrozyten beim Durchfluß durch einen Gefäßabschnitt zu
sehen.
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Abb. 9: Ein „Snapshot“ der DVW-Oberfläche mit einem Einzelbild
einer aufgenommenen Videosequenz im Hauptfenster. Innerhalb des
Gefäßausschnittes sieht man normale gut orientierte
Humanerythrozyten.
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Abb. 10: DVW-Oberfläche. Im Hauptfenster sieht man
Gänseerythrozyten bei ihrem Durchfluß durch ein Mikrogefäß.
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Abb.  11: DVW-Oberfläche mit zwei aufeinanderfolgenden
Einzelbildern im Hauptfenster. Die selben Zellen in beiden Bildern sind
jeweils durch eine Linie verbunden, um dem Computer in jedem
Einzelbild die selbe Zelle anzuzeigen, um diese auszuwerten.
-28-
Abb. 12: Oberflächenansicht der DVW. Im Hauptfenster sieht man ein
Einzelbild der vorher aufgenommenen Videosequenz mit
Markierungslinien, die dem Computer die Orientierung der jeweiligen
Zelle anzeigen.
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3.7.  Datenreduktion
Die oben geschilderte Weise, im Rechner gespeicherte Information zu
verarbeiten, betrifft die mikroskopischen Details der
Vorwärtsbewegung und der dabei auftretenden Orientierung der
Trajektorien von Erythrozyten auf ihrem Weg von dem arteriolären
zum venolären Ende des jeweils untersuchten Gefäßes. Damit wird es
möglich, Zellen, die sich natürlicherweise sehr gut an die natürlichen
Strömungsverhältnisse anpassen können (normale Humanerythrozyten)
mit solchen zu vergleichen, die natürlicherweise weniger
anpassungsfähig sind (Vogelerythrozyten) bzw. mit künstlich
alterierten Humanerythrozyten (Diamid-Zellen). Um nun einen immer
einheitlichen numerischen Parameter zu gewinnen, mit dessen Hilfe
dieser Vergleich quantitativ gelingt, wurden willkürlich Grenzen dessen
festgelegt (Bereiche innerhalb derer die Einzelzelle spielt) und
außerdem vorgegeben, die eine bestimmte Orientierung bzw. bestimmte
Lage der Trajektoren im Strömungsfeld als „geordnet“ klassifizieren. In
Übereinstimmung mit Regeln, wie sie in der theoretischen Physik, für
analoge Quantifizierungsaufgaben üblich sind [18], lassen sich
Ordnungsparameter berechnen, welche die Häufigkeit geordneter
Positionen bzw. Orientierungen (d.h. die Bewegung innerhalb des oben
Beschriebenen), willkürlich als „geordnet“ und alle außerhalb der
obengenannten Grenzen liegenden Positionen bzw. Orientierungen als
„ungeordnet“ klassifizieren. Diese Ordnungsparameter wurden wie
folgt berechnet:
N+ - N-
Ordnungsparameter [O] =       ¾¾¾¾
N++ N-
N+: bedeutet eine Anzahl von n Zellen für die das Kriterium zutrifft
N-: bedeutet eine Anzahl von n Zellen für die das Kriterium nicht
zutrifft.
Es gilt: N+ +  N- = N
daraus folgt, wenn  N- = N    ®    O =   -1
und wenn          N+ = N    ®    O =   +1
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Die oben beschriebene Methodik erlaubt es nun erstmals diese
Ordnungsparameter nicht nur für größere Populationen von bewegten
Elementen statistisch zu beschreiben, sondern ein und dasselbe Element
in seinem dynamischen Verhalten während der Passage durch
Mikrogefäße zu beschreiben. Definiert man z.B. im obengenannten
Sinne Orientierung parallel zur Gefäßachse als „geordnet“ (im Sinne
von gut angeordnet), so läßt sich aus der Varianz des jeweils Bild für
Bild ausgerechneten Parameters die Stabilität der Orientierung sich
bewegender Teilchen erfassen. Wie in der Diskussion ausführlich
dargelegt wird, ergibt sich aus der bekannten
Geschwindigkeitsverteilung bei dieser Art Poisseuille–Strömung
selbstverständlich auch eine sehr ausgeprägte Verteilung
unterschiedlich hoher Schubspannung zwischen einzeln gedachter
Flüssigkeitslamellen bzw. an den Oberflächen von Partikeln, die bei
ihrer Vorwärtsbewegung unterschiedlich großen Scherkräften (Produkt
aus lokaler Schubspannung [Nm-²] und der Partikeloberfläche des
Elementes [m²] an dem die Schubspannung wirkt) ausgesetzt sind. Das
hat obligat zur Folge, daß sich Partikel in der Strömung der
kontinuierlichen Phase in eine Drehbewegung begeben. Damit wird bei
der von uns gewählten Beobachtung unvermeidlich, daß sich im
Zeitkontinuum ein dauernder Wechsel im Ordnungsparameter für die
Orientierung ergibt. Diese Vorbemerkung soll verständlich machen,
daß eigentlich eine stationäre Orientierung – wie sie bei normalen
Humanerythrozyten bevorzugt wird – ein a Priori ungewöhnliches
Strömungsverhalten widerspiegelt (siehe Diskussion).
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4. Darstellung und Interpretation der Versuchsergebnisse
Die rechnergestützte Auswertung der Orientierung und der Position der
Zellen während der Strömung ist in ausführlichen Histogrammen
repräsentiert, die im Anhang in den Abbildungen 21-72 dargestellt
sind. Um die Vergleichbarkeit der jeweiligen rheologischen
Experimente zu dokumentieren, wurden jeweils Normalzellen, Diamid-
gehärtete Zellen und Gänsezellen in ein Diagramm übernommen.
Dieses Verfahren geht selbstverständlich zu Lasten der
Übersichtlichkeit, insbesondere bei Schwarz-Weiß-Darstellungen. Aus
diesem Grund wurden die jeweiligen Teilhistogramme mit den
Fehlerbalken und der daraus erkennbaren Signifikanz, in denen die
deutlichsten Unterschiede der drei Zelltypen erkennbar geworden
waren, noch einmal separat dargestellt.
Die nachfolgenden Abbildungen (13–17) zeigen die Teilhistogramme
mit Prozentsatz der drei verschiedenen Zelltypen bei –1 (außerhalb)/+1
(innerhalb) des zu betrachtenden Meßbereichs „Orientierung der Zellen
innerhalb +/- 10, 30, 75 und 85 Grad relative Abweichung zur
Gefäßrichtung“ und „Position der Zellen innerhalb +/- 10 Grad relative
Abweichung zur Gefäßmitte“, sowie Fehlerbalken.
Abb. 13: Orientierung der Zellen innerhalb 10 Grad
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Abb. 14: Orientierung der Zellen innerhalb 30 Grad
Abb. 15: Orientierung der Zellen innerhalb 75 Grad
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Abb. 16: Orientierung der Zellen innerhalb 85 Grad
Abb. 17: Position der Zellen innerhalb 10.0 Grad
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Aufgrund der Markierung der Mittelpunkte und der Hauptachse der
abgebildeten Zellen auf den Videoaufnahmen, konnten die
Orientierungswinkel zwischen 0-10, 10-20, 20-30 usw. Grad erfaßt
werden und die Ergebnisse in Form von Histogrammen dargestellt
werden, welche im Anhang aufgeführt sind. Auszugsweise und in
vergleichender Darstellung von normalen Humanerythrozyten,
Gänseerythrozyten und Diamid-gehärteten Erythrozyten sind in den
Abb. 13–17 die wesentlichlichen Ergebnisse dargestellt. So zeigt sich in
Abb. 13, daß 4 % der Diamid-Zellen, 6 % der Gänsezellen und 8 % der
Normalzellen innerhalb des Winkels von +/- 10 Grad relativer
Abweichung zur Gefäßrichtung lagen. Dieses Resultat muß so
verstanden werden, daß bei diesem Meßdurchgang der Rechner alle mit
anderen Winkeln orientierten Zellen unberücksichtigt gelassen hat. Die
Darstellung der Mittelwerte und Varianzen zeigen jeweils signifikante
Unterschiede zwischen den Zelltypen. Ganz anders stellen sich die
Verhältnisse bei Abb. 15 dar. Wenn der Anteil der Zellen bei 75 Grad
betrachtet wird, sieht man, daß dieser Meßbereich von 69 %
Normalzellen, 64 % Gänsezellen und nur von 50 % Diamid-Zellen
eingenommen wird. Die Fehlerbalken zeigen, daß alle diese
Unterschiede im Orientierungsverhalten signifikant waren. Der
numerische Beweis der subjektiven Beobachtungen, daß Diamid-Zellen
ständig in der Strömung torkeln, zeigt, daß sich die Diamid-Zellen nur
in 50 % bevorzugter Orientierung im Scherfeld bewegen. In Abb.16
zeigt sich bei 85 Grad relativer Abweichung zur Gefäßrichtung, daß die
Normalzellen bei 87 %, die Gänsezellen bei 82% und die Diamid-
gehärteten Zellen bei 76 % lagen.
Aus diesen Darstellungen wird das Hauptergebnis offensichtlich:
die dynamisch verformten Normalzellen sind praktisch perfekt
ausgerichtet, die mit ellipsoider Ruheform gekennzeichneten
Gänseerythrozyten sind immer noch recht gut in der Strömung
orientiert. Dieser Wert aus großen Populationen spiegelt den
Sachverhalt wieder, daß sich prolate Ellipsoide zwar gut, aber nicht
perfekt stabilisiert in Schergradienten ausrichten. Die verbleibende
Instabilität ist auch die Ursache dafür, daß die prolaten
Gänseerythrozyten gelegentlich eine Flip-Bewegung durchmachen, bei
der sie kurzfristig quer zum Schergradienten, danach wieder parallel zu
demselben orientiert sind.
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Abb. 18: Histogramm der gemessenen Orientierungsverteilung aller
Zelltypen
„Gemessene Orientierungsverteilung aller Zellen“ (Abb. 18)
Auf diesem Diagramm sind die gemessenen Winkel der Orientierung
relativ zur Gefäßachse aller Zellen aufgetragen. Auf der x-Achse sind
die Winkel, auf der y-Achse die Prozentangaben aller Zellen
aufgeführt. Hier sieht man, daß sich Diamid- und Gänseerythrozyten
von den Meßwerten her sehr ähnlich verhalten
(Diamid=großgestrichelte, Gänse=kleingestrichelte Linie). Bei den
Normalzellen (durchgehende Linie) beobachtet man deutlich eine
Stabilität in der Flußrichtung. Die Normalzellen zeigen häufiger „gute“
Orientierungen (parallel zur Gefäßrichtung): dies entspricht in jedem
Detail den vergleichenden Beobachtungen unter den Scherbedingungen
in sog. Rheoskopen, wo ebenfalls die auffallende Stabilität der
Zellorientierung normaler kernloser Säugererythrozyten das Bild
beherrscht.
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Abb. 19: Histogramm zur gemessenen Positionsverteilung aller Zellen
„Gemessene Positionsverteilung aller Zellen“ (Abb. 19)
In diesem Histogramm sind die Positionsverteilungen aller drei
Zelltypen im Vergleich dargestellt. Aufgetragen auf der y-Achse ist der
Prozentsatz der Zellen, auf der x-Achse die normierte Radialposition. 0
bedeutet: im Axialstrom, 0,1 normierter Radius bedeutet: Position der
Zelle innerhalb 10 % Abweichung vom Betrag des normierten Radius.
Sowohl die Gänseerythrozyten (kleingestrichelte Linie), als auch die
Normalzellen (durchgezogene Linie) liegen eindeutig häufiger im
Axialstrom. Die Diamid-Zellen dagegen liegen mit dem Maximum
ihrer Häufigkeit etwas versetzt zum Axialstrom, was den Segré-
Silberberg-Effekt widerspiegelt [25]. Hier ergibt sich eine keineswegs
vermutete Bestätigung eines Effekts, der schon vor fast einem halben
Jahrhundert bei Strömung jeglicher Partikel entdeckt wurde: sie
sammeln sich gerade nicht in der Nähe der Gefäßachse, sondern in
einem Zwischenbereich. Es ist interessant, daß der Segré-Silberberg-
Effekt nicht bei normal fluidalen roten Blutzellen aufgetreten ist.
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Abb. 20: Histogramm der Relativgeschwindigkeiten aller drei
Zelltypen.
Gemessene Relativgeschwindigkeiten aller Zellen (Abb. 20)
Aufgetragen sind die Relativgeschwindigkeiten der verschiedenen
Zellarten im Vergleich untereinander. Die y-Achse gibt die Häufigkeit
in Prozent wieder, auf der x-Achse ist die Relativgeschwindigkeit in
mm/s aufgetragen. 0: bedeutet, daß der Abstand einer Zelle zur
nächstfolgenden Zelle gleich bleibt. Die Relativgeschwindigkeit –1,5
bedeutet: der Abstand der Zellen zueinander wird 1,5 mm/s oder mehr
kleiner, umgekehrt bedeutet +1,5 daß der Abstand der Zellen
zueinander 1,5 mm/s oder mehr größer wird. In dieser Graphik zeigt
sich, daß der Hauptanteil aller drei Zelltypen beim Durchfluß durch das
Gefäß den gleichen Abstand beibehält. Betrachtet man die
Extremwerte, so sieht man, daß bei Langzeitbeobachtung die
Normalzellen sich eher aufeinander zu bewegen, während die
Gänsezellen keine stetige Abstandsbeziehung haben, sich im Wechsel
aufeinander zu und voneinander weg bewegen und dabei ein Trend zur
Zunahme des Abstands besteht, der sogar statistisch signifikant ist. Die
Folgen dieser Unterschiede können nur kurz mit dem Schlagwort
umschrieben werden, daß es die kernlosen Säugererythrozyten sind,
welche die ausgeprägteste Tendenz zur Selbststabilisierung ihrer
Bewegung durch präkapilläre Gefäßsegmente aufweisen.
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5.     Diskussion
Ausgangspunkt der hier vorgelegten Untersuchung waren
mikrophotographische bzw. mikrokinematographische Beobachtungen,
nach denen sich in schnell perfundierten Arteriolen und Kapillaren
kernlose Erythrozyten hochgradig koordiniert zeigten d.h., daß alle in
einem Gefäßsegment in einer Momentaufnahme festgehaltenen
Abbildungen (bzw. deren Abfolgen im Film) in analogerweise verformt
und mit ihren Hauptachsen in einer stetigen Beziehung zur Gefäßachse
verblieben. Diese In-vivo-Befunde waren sowohl bei der Beobachtung
von frischen menschlichen Erythrozyten in künstlicher Strömung
(Platte-Kegel-Rheoskop) als auch bei hoher Strömung in Glaskapillaren
ebenfalls beobachtet worden [12, 21].
Systematische Untersuchungen im Rheoskop und Glaskapillaren haben
nun ergeben, daß es die Kernlosigkeit von Säugererythrozyten ist, die
ihnen ein Verhalten verleiht, daß Ähnlichkeiten mit dem bekannten
Fließverhalten von Flüssigkeitstropfen hat, die sich in einer zweiten
Flüssigkeit in Scherströmung bewegen [9, 22].
Dabei zeigte sich, daß die Bereitschaft, sich in der Strömung zu
orientieren (zu verformen), vom flüssigen Aggregatzustand des
Zytosols (Hämoglobin) und außerdem von dem mechanischen
Verhalten der Erythrozytenmembran abhängt. Erythrozytenmenbranen
sind wegen leichter Verfügbarkeit ein intensiv untersuchtes Modell für
Biomembranen schlechthin; an ihnen ließen sich – wenngleich
gelegentlich auch in kontroverser Weise – die auf die Untersuchung
von John Singer [26] zurückgehenden biophysikalischen Konzepte
bestätigen, die den Biomembranen die Eigenschaft von
zweidimensionalen Flüssigkeiten zuweist (Fluid-Mosaic-Membrane).
Aufgrund des Einsatzes eines membrangängigen, bifunktionalen SH-
Gruppen Oxidans Diamid (Azodicarboxylic-acid-bis-dimethylamide)
wird seit Jahrzehnten am physiologischen Institut der RWTH-Aachen
deren Effekt auf Membranmechanik untersucht. Dabei zeigte sich, daß
den Diamid-behandelten Zellen zwar die Fluidität des Zytosols erhalten
bleibt, die Membran jedoch die Eigenschaften einer elastischen Schale
gewinnt (s.u.).
Die Verfügbarkeit dieses Artefaktes, mit welchem teilweise
rigidifizierte Erythrozyten mit normalen Säugererythrozyten bzw.
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natürlicherweise steifen Vogelerythrozyten verglichen werden können,
war die Grundlage dieses hier dargestellten Experimentes.
Vor diesem Hintergrund wird die Bedeutung der erzielten Ergebnisse
offenkundig:
- Es gibt eindeutig zutage tretende Unterschiede im Verhalten zwischen
normalfluidalen Säugererythrozyten, Vogelerythrozyten und Diamid-
alterierten Säugererythroyten bei ihrer Passage durch Mikrogefäße.
Für die Interpretation des Fahraeus-Effekts bzw. des daraus
abgeleiteten Fahraeus-Lindqvist-Effekts, ist die wichtigste Einsicht aus
der Beobachtung entstanden, daß normalfluidale Erythrozyten
1. eine größere Tendenz haben sich im Axialstrom zu bewegen
2. sie sehr viel stabiler im Scherfeld orientiert sind
3. aufgrund der beiden genannten Verhaltensweisen die Häufigkeit von
Zell-Zell- bzw. Zell-Wand-Kontakten sehr stark verringert wird.
Dieser Befund bestätigt im Prinzip alle Beobachtungen in künstlicher
Strömung und vor allem das Ergebnis makroskopischer Experimente in
zahlreichen Laboratorien nach denen nur Säugererythrozyten das als
Fahraeus-Lindqvist bekannte (bzw. als Scherverdünnung bezeichnete)
Phänomen aufweisen, daß die Blutviskosität mit steigender
Schubspannung dramatisch abfällt.
Die schon natürlicherweise ellipsoide Form, stromlinienförmig
gestalteter Erythrozyten, vor allem Vogelerythrozyten, ist bekanntlich
ausgelöst durch den Tubulinring. Die Beobachtungen in der Strömung
zeigen, daß die Vogelerythrozyten sich als sehr flache Ellipsoide
bewegen, wobei gelegentlich die Spitzen einknicken. Im Sinne der von
G. I. Taylor [28] geschaffenen Nomenklatur handelt es sich um eine
stark prolate Ellipsoide, von denen bekannt ist, daß sie in einem
homogenen Scherfeld bevorzugt so ausgerichtet sind, daß ihre
Hauptachse parallel zur Strömungsrichtung orientiert bleibt,
wenngleich nicht in stationärer Weise.
In unregelmäßigen Abständen „überschlagen“ sich prolate Ellipsoide
auch im homogenen Scherfeld. Selbstverständlich liegt in einem mit
normaler Scherrate perfundierten Netzwerk mit Mikrogefäßen eine
hochgradig inhomogene Strömung vor, schon auf Grund der Tatsache,
daß hier eine Poisseuille-Strömung vorliegt.
Noch entscheidender ist die Tatsache, daß selbstverständlich die Gefäße
nicht regelmäßige Zylinder darstellen, sondern gekrümmt sind, daß die
Lumina lokal (durch Endothelzellkerne) örtlich eingeengt sind und vor
allem, daß an Verzweigungen bzw. Konfluxen das Strömungsfeld
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hochgradig kompliziert wird.
In einer solchen Strömungssituation kommt es zwar auch zu einem
bevorzugten Strömungssystem, es kommt aber häufiger zu
Überschlagungsphänomenen und vor allem zu erratischen Bewegungen
quer zur Strömungsrichtung. Die oben genannten Umklappphänomene
der Spitzenkollisionen mit den Wänden von gestreckten Gefäßwänden,
Kollisionen und sogar Stillstände im Bereich von Bifukationen und
besonders das sogenannte „Clustering“ findet sich als regelmäßige
Komplikation. Unter Clustering soll hier verstanden werden eine starke
Neigung der reinen dynamischen Akkumulation von Zellen in einem
Gefäßsegment, daß dem wohl bekannten Phänomen der „Train-
Formation“ in fast jedem Detail ähnelt. Unter dem letzteren Phänomen
versteht man, daß regelmäßig in Mikrozirkulation beobachtete
Phänomen, daß sich hinter einem mehr oder weniger retardierten
Leukozyten offenbart. Intravitalmikroskopisch lassen sich
Granulozyten von Lymphozyten nicht unterscheiden, Erythrozyten
progressiv ansammeln bzw. der Bereich vor den Leukozyten an
Erythrozyten verarmt. Das Clustering bei Vogelerythrozyten ist in der
Regel dadurch gekennzeichnet, daß die in Strömungsrichtung vorderste
Zelle mehr oder weniger quer zur Strömungsrichtung orientiert ist und
dann sehr rasch die nachfolgenden Erythrozyten „auffahren“ und so
sich sehr schnell der lokale Hämatokrit Wert erhöht. Beobachtungen an
jeweils nachfolgenden Verzweigungen, vor allem Konfluxen zeigen,
daß sich dort die Cluster sofort dispergieren. Mit an Sicherheit
grenzender Wahrscheinlichkeit kann man Wechselwirkungen zwischen
im Cluster vereinigten Erythrozyten also ausschließen.
Wenngleich, besonders in sehr engen Kapillaren, Vogelerythrozyten
offenbar weitgehend strömungsfrei durch ein einmal betretenes
Mikrogefäß passieren, sind es die Clusterphänome, die am Eintritt bzw.
im Verlauf von Gefäßsegmenten mit „Störungen“ Anlaß geben, die im
Prinzip auch in ihren dynamischen Folgen, im Sinne von sofort
eintretender Retardierung, quantifizierbar sind (dies war nicht
Gegenstand der hier vorgestellten Arbeit). Angesichts der Tatsache, daß
dabei der Druck konstant gehalten wird, sich aber andererseits keine
plasmafreie Randschicht ausbildet, kann man unterstellen, daß
Clustering reversibelerweise und streng lokal die Blutviskosität
erheblich erhöht.
Für diese Interpretation unserer Ergebnisse sprechen auch unfreiwillig
gemachte Beobachtungen: erhöht man unbeabsichtigt den Hämatokrit,
so besteht eine große Gefahr der Verlegung großer Teile des
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Netzwerkes mit Erythrozyten.
Die prinzipiell ähnlichen Zeichen von fehlender Orientierung von
künstlich versteiften menschlichen Erythrozyten, deren
Membranproteine (jedoch nicht deren zytosolisches Hämoglobin) durch
S-S-Gruppen Bildung zwischen Spektrinmonomeren in ein
scherelastisches Polymernetzwerk überführt wurden, zeigen welch
dramatische Effekte der Verlust der Fluidität der Erythrozytenmembran
hat. Durch die oxidative Ausbildung von SH-SH-Gruppen ist es
möglich, ein über die ganze Innenfläche des Erythrozyten reichendes
Netz zu bilden.
Einerseits bleibt die Ruheform erhalten, andererseits bleibt das Zytosol
(im wesentlichen eine hoch konzentrierte Hämoglobinlösung) im
flüssigen Aggregatzustand. Somit wird verständlich, daß es bei Diamid
veränderten Erythrozyten das genannte elastische Netz ist, welches das
für Vogelerythrozyten typische „torkeln“ von Erythrozyten im
Scherfeld verursacht.
Auch die Folge von Torkelbewegungen, also vor allem Kollisionen mit
anderen Zellen und der Wand und eine Tendenz zur Cluster-Bildung ist
weniger ausgeprägt. Somit sind die Beobachtungen im Rheoskop, vor
allem bei den durch Driessen [3] durchgeführten Beobachtungen, nach
der Injektion von Diamid-veränderten Humanerythrozyten in den
Kreislauf narkotisierter Ratten, nicht überraschend. Im Zusammenhang
mit den jetzt hier vorläufigen, vergleichenden Untersuchungen kann
aber eine Arbeitshypothese für weitere Experimente postuliert werden,
bei der eine sehr enge Beziehung zwischen der fluidalen Natur der
nativen Säugererythrozyten und einer stationären Anpassung der
ganzen Zelle an die Bedingungen in Mikrogefäßen besteht.
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6.     Zusammenfassung
Die bemerkenswerte Dünnflüssigkeit des Blutes ist bekanntlich
begründet in der Deformation und der Axialmigration von
Erythrozyten. Seit Jahrzehnten wird die Blutrheologie von Erythrozyten
am Institut der Physiologie der RWTH-Aachen studiert, angefangen mit
der Erforschung von Mikrofließkräften mittels Platte-Kegel-Rheoskop
(1966), konventioneller Intravitalmikroskopie (1974-1984) und
gemeinsam mit Gaehtgens „Travelling Glass Capillaries“ (1981). Da
bis zum heutigen Zeitpunkt ausschließlich Beobachtungen in
künstlichen Strömungssystemen gemacht worden sind und diese mit
quantitativen Messungen der Scheinbarviskosität korreliert werden
konnten, war die Entwicklung des In-vivo-Rheoskops  (Schmid-
Schönbein et al., 1998), ein bemerkenswerter Schritt für zukünftiges
Studium der mikroskopischen Dynamik der Zellbewegung in
natürlichen Gefäßen der Mikrozirkulation. Die Meßprinzipien der
Aachener In-vivo-Rheoskopie können als das vermißte Bindeglied
zwischen In-vitro- und In-vivo-Mikrorheologie des Blutes betrachtet
werden: nun mehr das Verhalten einzelner Erythrozyten auf ihren
Fließbahnen durch das Mikrogefäßsystem im Detail studiert werden
und anhand hoher räumlicher und zeitlicher Auflösung mit fluiden
biodynamischen Kräften korreliert werden.
Ziel der hier vorgestellten Arbeit war es nun, mittels vergleichender
Untersuchungen zwischen kernhaltigen Vogel- und kernlosen Säuger-
erythrozyten im In-vivo-Rheoskop, quantitative Aussagen über die
funktionellen Nutzen der physiologischen Kernlosigkeit von
Säugererythrozyten zu machen.
Da die für uns zur Verfügung stehenden technischen Möglichkeiten der
Strömungsvisualisierung unter Verwendung von Vollblut nicht voll
einsetzbar sind (Überlagerung der Zellen), bediente man sich der In-
vivo-Rheoskopie (Schmid-Schönbein et al.) und der DVW (Hektor et
al.). Mit diesen Überprüfungsstategien war es nun möglich, die
komplexe Kinematik der zu untersuchenden Zellen zu vereinfachen und
damit objektiver Meßbarkeit zu zuführen. Dazu mußten kombiniert
eingesetzt werden:
- eine spezielle Strömungskammer (isoliertes, durch künstliche
Zellsuspensionen unter variablen Drücken perfundierten
Rattenmesenterium) in einem Behälter an einem Mikroskopgerüst,
welches über Computer kontrolliert, durch drei Schrittmotoren
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bewegt wird
- eine programmiert fokussierte Videokamera, welche die Bewegung
der verfolgenden Zellen auf Videoband festhielt
- eine computergestützte Einheit zur Kartographie, um eine
postexperimentelle Rekonstruktion der gesamten Einheit zu
gewährleisten
- einen Großrechner, eine von drei unabhängigen sog. „Workstation“
gesteuerte Vorrichtung, die es erlaubt, das ganze Objekt so im
Bereich von Mikrometern zu dislozieren, daß den Bewegungen eines
fließenden Objektes (Blutzellen) über längere Strecken gefolgt
werden kann
- ein geeigneter parakapillärer Weg (Arteriole, Kapillare, Venole) und
Institutsrechenprogramme für ein weiteres Auswerten.
Bei der Durchführung der Versuche wurden native, hochflexible
Säugererythrozyten mit artifiziell rigidifizierten Säugererythrozyten
und kernhaltigen roten Blutkörperchen anderer Spezies (Vögel)
verglichen. Zur Versteifung humaner Erythrozyten behandelte man
diese mit dem SH-Gruppen Oxidans Diamid (Azodicarboxylic-acid-
bis-dimetylamide). Diese Modifikation bewirkt eine
Membranversteifung durch Vernetzung der Erythrozyten-
membranproteine, wobei die Fluidität des Zytosols erhalten bleibt.
Anhand früherer Untersuchungen mit rigidifizierten Erythrozyten
(Driessen) war erwartet worden, daß ein nicht so „homogenes“
Fließverhalten der veränderten Zellen innerhalb des Axialstromes,
sondern viel mehr ein „Taumeln/Purzeln“ der Zellen bei ihrem Fluß
durch das Mikrogefäßsystem besteht. Um diese Erwartungen zu
quantifizieren und somit Aussagen bezüglich des Fließverhaltens
machen zu können, wurden die Orientierung (Winkel zwischen Gefäß-
und Längsachse der Zelle), die Position (Abstände der Zelle zu den
Gefäßwänden) und die Einzelabstände der Zellen zueinander errechnet.
Es wurden in 687 Versuchen insgesamt 31661 Zellen in 13605 Bildern
untersucht und ausgewertet sowie 15615 Geschwindigkeiten gemessen.
Zur Bestätigung von Verhaltensweisen, die frische Erythrozyten im
„Platte-Kegel-Rheoskop“ und in der „Travelling Glass Capillary“
zeigten, stellte sich heraus, daß die Bereitschaft der Zellen, sich in der
Strömung zu orientieren, sowohl vom flüssigen Zustand des Zytosols,
als auch vom mechanischen Verhalten der Erythrozytenmembran
abhängt. Im Vergleich zwischen den Zellarten hat sich eindeutig
gezeigt, daß normalfluidale Erythrozyten
- sehr viel stabiler im Scherfeld orientiert sind
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- eine größere Tendenz besitzen sich im Axialstrom zu bewegen
- wegen der o.g. Verhaltensweisen es viel weniger zu Zell-Zell- bzw.
Zell-Wand-Kontakten kommt, als bei den Vergleichsgruppen.
Die Vogelerythrozyten bewegten sich in der Poiseuille-Strömung als
flache Ellipsoide, wenngleich es auch hier zu einer bevorzugten
Ausrichtung in der Strömung kam, überschlugen sich die Zellen immer
wieder in unregelmäßigen Abständen. Sie waren gleichsam immer auf
der Suche nach Orientierung und bemüht, auf schnelle Trajektorien
auszuweichen.
Bei Diamid-behandelten Zellen zeigte sich ein stetiges „Hin- und
Herwackeln“ innerhalb der Gefäße, wenngleich es Zellen gab, welche
die Tendenz zeigten, sich innerhalb eines zylindrischen
Gefäßsegmentes zu orientieren, diese jedoch nicht ausreichten. Daraus
resultiert vor allem stark gestörtes Verhalten in den Verzweigungen,
d.h. Kollisionen mit anderen Erythrozyten. Ähnliche Zeichen fehlender
Orientierung in Vogelerythrozyten und künstlich alterierter
Säugererythrozyten zeigten, welch dramatischer Effekt sich aus dem
Verlust der Flexibilität der Erythrozytenmembran ergaben.
Wichtig zu erwähnen ist, daß sich gezeigt hat, daß die Stationarität der
Ausrichtung der Zellen ganz stark davon abhängt, ob Kollisionen mit
anderen Zellen oder den Wänden stattfinden.
Unfreiwillig gemachte Beobachtungen waren, daß eine große Gefahr
der Verlegung großer Teile des Netzwerks mit Erythrozyten immer
dann besteht, wenn bei unbeabsichtigter Erhöhung des
Hämatokritwertes, lokale Akkumulation eintrat.
Aus all diesen Beobachtungen läßt sich schlußfolgernd sagen, daß es
das pathologischerweise induzierte Netzwerk extrinsischer
Membranproteine, sog. Spectrin-Hetero-Tetramer ist [10], welches das
„Torkeln“ der Zellen verursacht. Ebenso wissen wir, daß es zur
Erhaltung der Leitfähigkeit des Präparates essentiell ist, die
Experimente mit einem niedrigen Hämatokrit durchzuführen, man die
physiologischen Aspekte aber erst hinbekommt, wenn man mit höheren
Hämatokritwerten, als hier verwendet, arbeitet:
erst unter diesen - physiologisch wichtigen - Bedingungen wird der
volle Benefiz der physiologischen Fluidität der kernlosen
Säugererythrozyten manifest.
In zukünftigen Experimenten muß mit noch weiter verbesserter und
zeitlicher Auflösung rheoskopiert werden, um die komplexen Details
der Wechselwirkung dicht gedrängter Blutzellen untereinander und mit
der Wand besser zu verstehen.
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7.     Schlußfolgerungen
Die Schlußfolgerungen sind in den Beobachtungen zu suchen, daß das
für die ungewöhnlich hohe Fließkraft des Blutes in den Engstellen des
Kreislaufs verantwortliche Verhalten auf der Bau- und Funktionsweise
kernloser Erythrozyten beruht, wie sie bei Säugetieren und bei
Menschen besteht. Die in dieser Arbeit herangezogene Technik,
nämlich einzelne Blutzellen bei ihrer Passage durch präkapilläre
Gefäße mit einem Durchmesser zwischen 10-15 mm
kinematographisch zu dokumentieren und aus der Bildinformation
sogenannte Ordnungsparameter (zunächst von Hand) zu extrahieren,
hat sich aus drei Gründen bewährt:
1. die Technik eignet sich im Prinzip für die durch rechnergestützte
Auswertung
2. die numerischen Werte der Ordnungsparameter (die das
Strömungsverhalten der einzelnen Zellen repräsentieren) geben in
angemessernerweise das Verhalten wieder, welches unter wesentlich
einfacheren Strömungsbedingungen in-vitro gefunden wurde:
·kernhaltige Erythrozyten sind wesentlich weniger strömungsanfällig
·die Vernetzung der Memranproteine von kernlosen Erythrozyten
führt trotz der Tatsache, daß das Zytosol weiterhin dünnflüssig ist, zu
deutlichen „Störungen“ in der Strömungsanpassungsfähigkeit
3. die so beobachteten Störungen in den präkapillären Gefäßsegmenten
mit einem Durchmesser größer als der Durchmesser der Zellen
pflanzt sich auf das Verhalten der selben Zellen in allen Gefäßen mit
noch kleineren Durchmessern fort.
In Übereinstimmung mit der Arbeitshypothese der ganzen
Untersuchung (hochverformbare Erythrozyten machen schnelle und
nachhaltige Axialmigration durch) steht, daß die so gebildete
Plasmaschicht die ursprüngliche Plasmaschicht stark vermindert.
Es konnte dies nun erstmals anhand einer objektiven Untersuchung
unter natürlichen Strömungsbedingungen gesichert werden. Während
die vorgelegten Untersuchungen nur Pilotexperimente darstellen, bei
denen aus technischen Gründen der Hämatokritwert niedrig gehalten
wurde, gibt es keinen vernünftigen Zweifel daran, daß sie für alle
natürlichen Bedingungen relevant sind unter denen bekanntlich die
Hämatokritwerte in den mikrovaskulären Netzwerken stark variieren
(Netzwerk-Fahraeus-Effekt) [19].
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8. Anhang
Abb. 21: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 5,0 Grad zur Gefäßrichtung
Abb. 22: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 10,0 Grad zur Gefäßrichtung
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Abb. 23: :Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 15,0 Grad zur Gefäßrichtung
Abb. 24: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 20,0 Grad zur Gefäßrichtung
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Abb. 25: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 25,0 Grad zur Gefäßrichtung
Abb. 26: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 30,0 Grad zur Gefäßrichtung
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Abb. 27: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 35,0 Grad zur Gefäßrichtung
Abb. 28: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 40,0 Grad zur Gefäßrichtung
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Abb. 29: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 45,0 Grad zur Gefäßrichtung
Abb. 30: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 50,0 Grad zur Gefäßrichtung
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Abb. 31: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 55,0 Grad zur Gefäßrichtung
Abb. 32: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 60,0 Grad zur Gefäßrichtung
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Abb. 33: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 65,0 Grad zur Gefäßrichtung
Abb. 34: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 70,0 Grad zur Gefäßrichtung
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Abb. 35: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 75,0 Grad zur Gefäßrichtung
Abb. 36: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 80,0 Grad zur Gefäßrichtung
-54-
Abb. 37: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung der
Zelltypen innerhalb 85,0 Grad zur Gefäßrichtung
„Objektivierung von Orientierung“ (Abb. 21–37)
Ordnungsparameter für die Stabilität der Orientierung im Scherfeld. Bei
den Diagrammen zu den Orientierungen sind der Ordnungsparameter
auf der x-Achse und der Prozentsatz auf der y-Achse aufgeführt.
„Orientierung Normal 5,0“ bedeutet eine Winkelabweichung der
Zelllängsachse von der Parallelachse von +/-5°. Ein Wert 5,0 bedeutet
also praktisch mehr oder weniger parallel zur Flußrichtung, 90,0
bedeutet senkrecht zur Flußrichtung. Auf der x–Achse bedeutet
Orientierungsparameter –1, daß die Zellen außerhalb des zu
untersuchenden Bereiches lagen. Bei dem Ordnungsparameter 0
bedeutet dies, daß 50 % der Zellen innerhalb und 50 % außerhalb des
Meßbereiches lagen. Dementsprechend bedeutet ein Wert von +1, daß
alle Zellen im Untersuchungsbereich lagen. Man sieht im Vergleich
aller Diagramme miteinander, daß Diamid-Zellen immer schlechter
orientiert sind als nicht versteifte Erythrozyten. Es fällt auf, daß
Diamid-Zellen auch schon bei kleinen Winkeln immer ca. 50 %
schlechter orientiert sind, als die Vergleichsgruppen. Auf den
Videofilmen sieht man auf den ersten Blick, daß sie rotieren und hin
und her torkeln.
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Abb. 38: Histogramm zum Ordnungsparameter Position der Zellen
innerhalb 10 Grad relativer Abweichung zur Gefäßmitte
Abb. 39: Histogramm zum Ordnungsparameter Position der Zellen
innerhalb 20 Grad relativer Abweichung zur Gefäßmitte
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Abb. 40: Histogramm zum Ordnungsparameter Position der Zelle
innerhalb 30 Grad relativer Abweichung zur Gefäßmitte
Abb. 41: Histogramm zum Ordnungsparameter Position der Zelle
innerhalb 40 Grad relativer Abweichung zur Gefäßmitte
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Abb. 42: Histogramm zum Ordnungsparameter Position der Zellen
innerhalb 50 Grad relativer Abweichung zur Gefäßmitte
Abb. 43: Histogramm zum Ordnungsparameter Position der Zellen
innerhalb 60 Grad relativer Abweichung zur Gefäßmitte
-58-
Abb. 44: Histogramm zum Ordnungsparameter Position der Zellen
innerhalb 70 Grad relativer Abweichung zur Gefäßmitte
Abb. 45: Histogramm zum Ordnungsparameter Position der Zellen
innerhalb 80 Grad relativer Abweichung zur Gefäßmitte
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Abb. 46: Histogramm zum Ordnungsparameter Position der Zellen
innerhalb 90 Grad relativer Abweichung zur Gefäßmitte
 „Objektivierung des Verlaufs von Trajektorien“ (Abb. 38-46)
Ordnungsparameter für sequentielle Position. Bei den Diagrammen zu
den Positionen sind die Ordnungsparameter von -1 über 0 bis +1
gehend auf der x-Achse aufgetragen worden. Auch hier bedeutet -1:
außerhalb, 0: zu 50 % innerhalb/50 % außerhalb, und +1: innerhalb des
Untersuchungsbereiches liegend. Auf der y–Achse ist wiederum die
Prozentsatz der Zellen aufgetragen. Position 0,1 bedeutet eine Position
der Zellen innerhalb 10 % Abweichung von der Mitte des Gefäßes, 0,9
bedeutet dementsprechend innerhalb 90 % Abweichung von der Mitte
des Gefäßes. Anhand der Untersuchungen bezüglich der Positionen der
Zellen zu den Gefäßwänden sieht man, daß sowohl rigide Zellen
(Diamid-Zellen) als auch verformbare Normalzellen und
Gänseerythrozyten bevorzugt im Bereich des Axialstroms lagen.
Hierfür gibt es eine einfache physikalische Erklärung: einmal dort
angekommen, ist die Wahrscheinlichkeit, diesen Bereich hoher
Geschwindigkeit aber geringer Scherbelastung wieder zu verlassen,
sehr gering.
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Abb. 47: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 5,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten Fehlerbalken
bei x = 1 (100 %).
Abb. 48: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 10,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb. 49: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 15,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abb. 50: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 20,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb. 51 Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 25,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abb. 52: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 30,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb. 53: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 35,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abb. 54: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 40,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb.55 : Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 45,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abb. 56: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 50,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb. 57: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 55,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abb. 58: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 60,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb. 59: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 65,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abb. 60: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 70,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb. 61: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 75,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abb. 62: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 80,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb. 63: Histogramm zum Ordnungsparameter Orientierung
innerhalb 85,0 Grad zur Gefäßrichtung mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abbildungen Ordnungsparameter Orientierung mit eingezeichneten
Fehlerbalken (Abb. 47-63)
In den Abbildungen sind die Standardfehler, errechnet aus der
Standardabweichung geteilt durch die Wurzel aus N, bei x = 1 (100 %)
eingezeichnet. Bei den Abbildungen „Orientierung der Zellen“ mit
Standardfehlern erkennt man ab dem Meßbereich innerhalb 10,0 Grad
zur Gefäßrichtung bei allen Histogrammen eine eindeutige Trennung
der Fehlerbalken. Dieses Ergebnis ist hochsignifikant und widerlegt die
Nullhypothese des Gleichverhaltens aller drei Zellarten. Aus diesen
Histogrammen nebst Fehlerbalken, dargestellt in Abb. 47–63, wurden
die prominentesten Meßergebnisse in Form von Säulendiagrammen mit
Fehlerbalken dargestellt (siehe unter 4. Darstellung und Interpretation
der Versuchsergebnisse). Diese Abbildungen zeigen, daß der
dynamische Parameter „Orientierung der Zellen“ bei den drei
untersuchten Zelltypen die deutlichsten Unterschiede zeigt.
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Abb. 64: Histogramm zum Ordnungsparameter Position innerhalb 10
Grad relativer Abweichung zur Mitte des Gefäßes mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abb. 65: Histogramm zum Ordnungsparameter Position innerhalb 20
Grad relativer Abweichung zur Mitte des Gefäßes mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb. 66: Histogramm zum Ordnungsparameter Position innerhalb 30
Grad relativer Abweichung zur Mitte des Gefäßes mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abb. 67: Histogramm zum Ordnungsparameter Position innerhalb 40
Grad relativer Abweichung zur Mitte des Gefäßes mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb. 68: Histogramm zum Ordnungsparameter Position innerhalb 50
Grad relativer Abweichung zur Mitte des Gefäßes mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abb. 69: Histogramm zum Ordnungsparameter Position innerhalb 60
Grad relativer Abweichung zur Mitte des Gefäßes mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb. 70 Histogramm zum Ordnungsparameter Position innerhalb 70
Grad relativer Abweichung zur Mitte des Gefäßes mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abb. 71: Histogramm zum Ordnungsparameter Position innerhalb 80
Grad relativer Abweichung zur Mitte des Gefäßes mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
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Abb. 72: Histogramm zum Ordnungsparameter Position innerhalb 90
Grad relativer Abweichung zur Mitte des Gefäßes mit eingezeichneten
Fehlerbalken bei x = 1 (100 %).
Abbildungen Ordnungsparameter Position mit eingezeichneten
Fehlerbalken (Abb. 64-72)
Bei den Histogrammen „Ordnungsparameter Position“ mit
eingezeichneten Standardfehlern erkennt man ab dem Wert 20 Grad
relativer Abweichung zur Mitte des Gefäßes eine eindeutige Trennung
der Standardfehlerbalken der Normalzellen zu den Diamid- und
Gänsezellen. Somit sind diese Ergebnisse hoch signifikant für
Normalzellen. Ab 20 Grad relativer Abweichung zur Mitte verhalten
sich die Fehlerbalken der Gänse- und Diamid-Zellen überwiegend
identisch. Dies bedeutet ein Gleichverhalten dieser zwei Zelltypen,
bezogen auf das Positionsverhalten der Zellen innerhalb des Gefäßes.
Bei dem Wert 10 Grad relativer Abweichung der Zellen zur Mitte sind
die Fehlerbalken für Gänsezellen eindeutig von den Diamid- und
Normalzellen getrennt, so daß in diesem Meßbereich die Signifikanz
für die Gänsezellen gegenüber den Diamid- und Normalzellen
eindeutig ist. Die Diamid- und Normalzellen zeigen bei 10 Grad
relativer Abweichung zur Mitte fast gleiches Verhalten. Hier wird nun
die Nullhypothese für diese beiden Zelltypen bestätigt.
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